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rsomerization of 1 1 -Gis-retinol to aJl-trans-retinol in bovine rod outer segments.
Takako Shimizu. Sei-ichi Jshiguro. Makoto Tamai




































った｡ C末端近くにあるGXAXXXG (340-346)またはG (A) xxxGXA
(3 3 6-3 4 2)が結合部位である可能性がある｡
我々がスクリーニングに用いた抗体はポリクローナル抗体なので他のクローンを拾い上
げてしまう可能性がある｡そこで､我々は新たにレテノール脱水素酵素に対する単クロー
ン抗体を作成した｡ 8.3 FL gのタンパク葺を含む部分精製されたレテノール脱水素辞素
と得られた単アローン抗体4G2､さらにヒツジ抗マウス血清を加え､ 4℃で一晩インキ
ュペートした｡ 12,000rpmで1 0分間遠心分離した後､上清を5 0〝l取り､レチノール
脱水素酵素の酸化反応を測定した｡図2 aに示されるように､単クローン抗体4G2は抗
原であるレチノール脱水素酵素とよく反応し､効率よく免疫沈殿を形成することが出来た
(黒丸) ｡一方､色素上皮細胞のレチノール脱水素酵素に対する単クローン抗体4A 1 1








SubconfluentになるまでC H O細胞を培養し､そこに2 0 JJ gのretinol dehydrogenase
CDNA-insertedpcDNAlと5 FL gのネオマイシン耐性遺伝子を持つプラスミドをco-









酸積衝液(可溶化溶液)で可溶化した｡ 12,000rpm､ 1 0分間の遠心分離後､上溝を集め
た｡この上清に5FEgの4G2抗体または4Al l抗体を加え､さらに1 0JLJの
protein G-Sepharoseを加えて4℃､一晩撹拝した｡レチノール脱水素辞素が吸着した
proteinG-Sepharoseを可溶化溶液で洗い､さらに水で洗ってから1 0 JL lのS DS電気
泳動用のサンプルbufferで可溶化した｡ 5 FE lの試料をSDS電気泳動にかけ､ PVD F
膜に電気的に転写した｡レチノール脱水素酵素を免疫学的に染色するために､我々は1次
抗体として0.1JJg/mlの462抗体､ 2次抗体として5 0 0 0倍希釈したビオテン化ヤギ
抗マウスIgG､さらにavidin-bjotin-alkaljne phosphatase compJexを反応させて
BCIP/NBTを用いて発色させた(図2 b) ｡図2 bで1と2はCHOpcROSRDH細胞､ 3
と4はコントロールのCHO細胞､ 5と6は視細胞外節を用いた｡ 1､ 3､ 5は視細胞の
レチノール脱水素辞素に対する抗体4G2で処理したもの｡ 2､ 4､ 6は色素上皮細胞の









体､◆ 2次抗体として2 0 0倍希釈したベルオキシダーゼ標識ヤギ抗マウスIgGを反応さ
せ､ DABを用いて発色させた｡免疫組織化学的反応産物は4 ら 2抗体で処理した






集めた｡レチノール脱水素酵素の酸化反応は5 0 JJ lの膜分画(2 5 0 JJgPrOtOin)と
5 0 FE lの基質(10 nmolesofaH-tranS retinol,6mM NADP. 1.2%Tween80, 12%
acetone,0.1 MTris-HClbuffer,pH7.5)を混ぜることによって測定した｡反応は3 7℃
で6 0分間行い､ 1 0 0JJlのエタノールを加えることにより反応を停止した｡形成され
たレテナールは1 ∩ lのヘキサンで抽出し､ HP LCを用いて解析した｡解析の方法はす












































1 0 5 6　CAGGCCCCGGCGGCAGGCTGACGGCCCTGCGGCCCCCTCCCCTCTGCACACTGAAAAGTA
1 1 1 6　GTGGACTCCAGGAACTTCGGATACCCCCCGGATCCCATCAGAATCTCCCAAAGAGGGCGG
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